V Praze, 17.1.2013

Posudek na diplomovou praci Be. Marie Hlavni¢kové ,,Fylogenetické vztahy druhi rodu
Ceratomyxa (Myxozoa) infikujicich stfeva a Zlu€ovy méchy¥ ryb na zikladé multigenové
analyzy*

V ptedloZené diplomové praci se Be. Marie Hlavni¢kova zabyva fylogenetickou pozici
n€kolika myxosporidii rodu Ceratomyxa infikujicich stievo nebo Zlugovy méchyi ryb. Jde o
pomé&rné zajimavé téma, protoZe ptedchozi studie naznadily, Ze pfinejmensim druh C. shasta
neni pfibuzny ostatnim druhiim tohoto rodu a p¥ipadné vyjasnéni jeho fylogenetické pozice by
mohlo mit vyrazny vliv na chapani evoluce myxosporidii. Pro vyjasnéni této problematiky
autorka ur€ila sekvence az tif gent z druhu C. shasta a n&kolika dalsich druh myxosporidii.
Z jejich analyz vyplyva, Ze C. shasta spole¢né s dosud nepopsanym druhem morfologicky
patficim do rodu Ceratomyxa a parazitujicim ve stievé koljusky tvofi samostatnou
fylogenetickou linii, ktera neni pf¥ibuzn4 ostatnim zastupctim rodu Ceratomyxa. Z objemu
ziskanych dat je vidét, Ze autorka v&novala praci v laboratofi i u po¢itade dost ¢asu. To je
v8ak, bohuzel, jedina svétla stranka predloZené diplomové prace.

Uvod zahrnuje devét stran a popisuje morfologii, zivotni cykly, systematiku a fylogenezi
skupiny Myxozoa, se zaméfenim na rod Ceratomyxa. Celkové je spiSe neprehledny a jiz
samotné fazeni jeho Easti nebylo zvoleno nejlépe — mezi kap. 1.4 Celed’ Ceratomyxidae a kap.
1.6. Taxonomie ¢eledi Ceratomyxidae je pro mne nepochopitelné vloZena kap. 1.5.
Fylogeneze myxozoi. Text ve formé& seznamu né&kterych druhi pietazenych z rodu Leptotheca
do jinych rodi (str. 8) uvad&jici ptivodni i nové kombinace jmen (napt. ,,.Ceratomyxa
acanthopagri piivodné Leptotheca acanthopagri, Ceratomyxa agilis pivodné Leptotheca
agilis...” povazuji za zcela zbyteny. Navic se v uvodu vyskytuje fada nejasnych,
zavadg€jicich nebo vylozené chybnych tvrzeni, které znesnadiiuji jeho pochopent (to se vlastné
tyka celé prace). Nékolik jich zde uvadim:

»Mitochondrie maji plochy, tubularni nebo diskovity tvar (str. 1, pravdépodobné byly
minény mitochondridlni kristy).

,»DV€ hlavni vétve myxozoi, Myxosporea a Malacosporea, jsou stanoveny na zékladé
Zivotniho prostredi jejich hostiteld — motském a sladkovodnim prosttedi (str. 3, obé tiidy maji

sladkovodni zéstupce).

,»Na zaklad¢ trinukleotidového opakovani ATC byly ziskany 4 ITS-1 genetopy: 0, I, II, II1.
(str. 5).

»--- a ndlezy parazita u vétSiny obratlovcd poskytovaly jen velmi mélo indicii k objasnéni
pivodu myxozoi a jejich zatazeni“ (str. 5, nechdpu, jak by také mohly).

.»--. jehoz fylogeneticka pozice pfedstavuje samostatnou linii* (str. 5).

»»--- zatazeni typového druhu L. agilis (Thélohan, 1892) je velmi nejednozna&né* (str. 7, pravé
zafazeni typového druhu je vzdy jednoznaéné). ,,[C. shasta)

».metoda Bayesian posterior probabilities* (str. 9).




Kapitola Material (2 strany) je zpracovana piehledné, pouze bych uvital, aby lokality sbéru
(,,geograficka lokalizace* v tab. 1) byly 1épe charakterizovany.

Kapitola Metodika zahrnuje osm stran. Vyplyva z ni, Ze autorka béhem svého magisterského
projektu pouzivala zékladni metody molekularni biologie (izolace DNA, PCR, klonovani,
elektroforéza) a molekularni fylogenetiky. Kapitola jako celek je nevyvazena. Zatimco
nékteré metody, napt. PCR a elektroforéza, jsou popsany velmi podrobné, popis jinych, napt.
klonovani a molekularni fylogenetiky, je nedostateény nebo dokonce chybny. Pokud by ¢tenaf
opakoval transformaci kompetentnich bunék podle popisu v diplomové préci, vysledek by byl
bily povlak na celé Petriho misce. Do média (nespecifikovana ,,bakterialni ptida“) totiZ nebylo
pfidano antibiotikum. I pokud by tam bylo pfidano, narostly by pouze bilé kolonie, protoze do
média nebyl pfidan IPTG a X-gal (jehoz koncentrace ani neni uvedena) by nebyl
metabolizovan. V kapitole 4.7. je k bakteriim pfidano 12 pl ampicilinu, aniz by byla uvedena
koncentrace jeho roztoku. Ke kapitole Fylogeneticka analyza mam fadu vyhrad. ,,Méné
striktni parametry* u programu Gblocks neni dostate¢ny popis. Podobné u heuristického
hledani u metody MP chybi napf. jakym zptisobem byly topologie swapovény a kolik
opakovani bylo pouzito pro nalezeni topologie. Pokud byl MCMCC fetézec spoustén po dobu
10° generaci a sampling byl kaZdou stou generaci, znamené to, Ze pii hodnot& burn-in 10 000
byly odstranény vSechny stromy. Z ¢eho byly tedy odhadovany posteriorni pravdépodobnosti?
Za nejvétsi nedostatek kapitoly Metodika ov§em povazuji absenci jakékoli informace o tom,
jak byl analyzovan konkatenat vice gentl, vzhledem k tomu, Ze rizné zptisoby analyzy
konkatenati mohou vést k vyrazné odlisnym vysledkim.

Kapitola Vysledky (9 stran) obsahuje zejména pét fylogenetickych stromt a popis jejich
morfologie. Svou kvalitou se Vysledky pfili§ nelisi od ostatnich ¢asti. Pouze stromy na obr. 3
a 6 jsou graficky v pofadku, ostatni jsou vertikalné roztahlé (obr. 2 a 4) nebo je v nich pouZzito
Zbyte¢n€ malé pismo (obr. 4 a 5), a jsou nepiehledné. Nedostatkem je i absence informace o
metodé, kterou bylo ten ktery strom zkonstruovan. Protoze se jedna o nezakotfenéné
fylogenetické stromy, uvedené podpory se nevztahuji k uzltim, jak je uvedeno, ale k vétvim.
Proto piekvapi, Ze u vétve ,,nejvice nalevo™ jsou nejen vzdy uvedena podpora dvakrat, ale Ze
tyto podpory stejné vétve od sebe 1isi (napt. 100/100/1 vs. 100/-/- v obr. 3). Popis topologii
stromu je v poradku, snad az na opakovany vyraz ,,metoda MrBay*“. Zde na mnoha mistech
nesouhlasim s interpretaci hodnot statistické podpory jednotlivych vétvi, napt. hodnoty 70/-
/0.61 nepovazuji za ,,stfedni bootstrapovou podporu™ ale za zanedbatelnou podporu.

Diskuze (4 strany) je psana o poznani lep$im stylem. I kdyz i zde 1ze najit n¢kolik nepfesnych
vyjadieni nebo protimluvi, povazuji ji za nejzdarilej$i ¢ast prace.

Celkoveé vzbuzuje predloZena magisterska prace Be. Marie Hlavni¢kové dojem pfilis rychle
sepsaného textu, ktery po sobé& autorka nestihla zkontrolovat. Nékteré ¢asti navic vyvolavaji
pochybnosti, zda autorka pochopila vSechny pouzité metody. I tak se vSak domnivam, ze
prace, i kdyz s vyhradami, spliiuje naroky kladené na diplomové prace a doporucuji ji

k obhajob¢.
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Katedra zoologie PfF UK
Vini¢na 7

128 44 Praha 2




Oponentsky posudek na magisterskou praci Marie Hlavnic¢kové

Fylogenetické vztahy druhi roku Ceratomyxa (Myxozoa) infikujici stieva a
zlucovy méchyi ryb na zakladé multigenové analyzy

Marie Hlavnickové se v predkladané magisterské préaci zabyva studiem molekularné
fylogenetickych vztahii parazitickych myxozoi rodu Ceratomyxa a tizce tak navazuje na
vysledky své bakalarské préace, vypracované stejné jako v pfipadé soucasné prace v
Laboratofi rybi protistologie Parazitického tstavu BC AV CR, v.v.i. Magisterské prace si
klade za cil rozsirit soucasny dataset o sekvence dal$ich, u myxozoi do souc¢asné doby jen
do velmi omezené miry vyuzivanych gend, a na jejich zakladé objasnit nejasné
piibuzenské vztahy nejen v ramci rodu Ceratomyaxa, ale zaroveti také fylogenetickou
pozici druhu Ceratomyxa shasta, ktery narozdil od zbylych zastupcti rodu neparazituje
ve Zlu¢ovém méchyii morskych ryb, ale ve stfevni sténé lososovitych ryb. Piesna
fylogeneticka pozice tohoto taxonu zlistava v dobé molekularni fylogenetiky nejasna,
stejné tak jako vzéjemné vztahy jednotlivych, minimalné péti monofyletickych skupin,
které dle soucasnych znalosti tvofi jednu ze dvou zakladnich linii myxospore, tj.
myxosporei parazitujici moiské ryby.

Hned na Givod musim bohuZel zminit, ze pfedkladana prace jako celek na ¢tenafe piisobi
dojmem, Ze byla sepsana ve velkém spéchu a nedala autorce p¥ili§ prace. To se neodrazi
ani tak v mnozstvi pfitomnych pieklepi — kterych je relativné maélo, ¢i v chybach v
citovanych referencich — ty jsou zde bezchybné. Vyhrady sméiuji predevsim k celkové
formé, formulaci a mnozstvi informace, kterou se ndm text celé prace snazi sdélit. Cely
text by mohl byt o néco 1épe ¢lenén, informace podavéany v logické posloupnosti,
fundované a ucelené, jak by ¢lovék od magisterské prace, ktera navic navazuje na praci
bakalarskou oéekaval. Cely text také obsahuje na mij vkus p¥ili§ mnoho informace
prostych vét, které obcas nejsou ani déle rozvijeny. Jen pro ilustraci uvadim nékteré z
nejnazornéjsich: ,Mitochondrie maji plochy, tubularni nebo diskovity tvar.“ (str. 1) ¢
»Sladkovodni linie se dale fylogeneticky déli do skupin. (str. 6). Text je také ¢lenén do
obrovského mnozstvi odstavci. Jsem toho nézoru, ze takovéto ¢lenéni je nadmérné, a to
zejména v momenté€, kdy nemalé mnozstvi odstavei sestava pouze z jedné véty.

Uvod préce, jehoZ cilem by mélo byt seznamit témata neznalého étenate s
problematikou, ve mné zanechavé spiSe vice otéazek nez 7e by mé seznamil s fakty, ktera
jsou v soudasné dobé znama. Ctenaf se v tivodu viibec nedozvi, jaké molekularné
fylogenetické prace, za pouziti jakych konkrétni metodickych p¥istupti a s jakymi
vysledky se do soucasné doby studovaného tématu dotkly, v jakych aspektech se
shodovaly a v ¢em se navzajem lisily.

Kapitole 1.2. Zivotni cyklus by velmi prospél nazorny obrazek. Chépu, ze tato kapitola
neni pro tuto préaci kriticka, nicméné pokud je jiz jednou souéasti prace, méla by byt co
nejsnaze pochopitelna. O to vice by vSak obrazek prospél kapitole 1.5. Fylogeneze
myxozof, ktera je pro ivod do studované tématiky naopak jednou z klicovych.



str. 3 — pokud autorka v textu pouziva jakékoliv zkratky, méla by, pokud neni soucésti
prace seznam zkratek, na prvnim misté vyskytu zkratky v textu uvést také cely jeji nazev.

Formulace hojné uzivané v textu tivodu, vysledki i diskuze zanechavaji ve ¢tenéfi silny
dojem, Ze autorka nedisponuje hlubsi znalosti ve fylogenetice uzivané terminologie. Je
opravdu s podivem, Ze jsem v celé praci nezaznamenal jediné uziti nékterych zékladnich
termint (nap¥. terminu monofyleticky), namisto toho mnoho ¢ésti textu pretéka
kostrbatymi vyrazy jako napf. ,klastrovani v kladu“ atp.

Kapitola 4. Metodika seznamuje ¢tenafe s pouzitou metodikou mozné az do priliSnych
detaili. Vzhledem k tomu, Ze se jedné o zcela standardné uzivanou metodiku, bylo by
vhodnéjsi kapitolu zkratit, alespon trochu zhutnit a nepodstatné véci vypustit.

V kapitole 5. Vysledky a nasledné v kapitole 6. Diskuze pak autorka ne zcela obratné
slovy seznamuje ¢tenare s vysledky vSech jednotlivych fylogenetickych analyz, které v
ramci vypracovavani magisterské prace udélala, a které jsou vyobrazeny
prostiednictvim fylogrami na obr. 2—6. Opét se domnivam, Ze neni nezbytné nutné
slovy opisovat vSe, co lze z kazdého z vyslednych fylogenetickych stromii vycist, ale spise
se soustfedit na to, co je jednotlivym analyzam spole¢né, v ¢em konkrétnim se lisi,
pfipadné jaké nové vysledky ptinéseji. V kapitole Diskuze pak tyto véci vice diskutovat
se zavéry predchozich studii. Zdrzel bych se také uzivani vyrazi ,stfedni hodnoty
bootstrapu®, Ze se néco ,,vétvi mimo skupinu” (str. 30) a tvrzeni, Ze Ceratomyxa arcuata
(vzorek 302) tvori ,samostatny taxon“ na obr. 3, 4 a 6. Nepfedstavuje snad Ceratomyxa
arcuata na téchto fylogramech ,sestersky taxon“ nékterym dal$im zastupctim rodu
Ceratomyxa, stejné tak jak je ozna¢ovan na zbyvajicich fylogramech na obr. 2 a 5?

str. 25 — nesouhlasim s tvrzenim, Ze , Fylogenetick4 analyza genu pro elongaé¢ni faktor 2
(Obr. 5) potvrdila pozici Ceratomyxa shasta vné skupiny morskych myxozoi“. To, Ze na
tomto obrazku Ceratomyxa shasta tvori sestersky taxon vSem ostatnim skupinam
motskych myxozoi pfece sou¢asné neznamena, ze ho z tohoto taxonu musime vyloucit.
To by bylo moZzné v pfipadé, zZe by byl blize ptibuzny nékteré ze sladkovodnich linii, coz
ale nelze na zakladé této analyzy posoudit. Je tomu tak?

Zajimalo by mé&, pro¢ nebylo k analyze ziskanych sekvenci pouzita také analyza
aminokyselinovych sekvenci genu kodujiciho elongacni faktor 2? Zaroven také
postradam jakoukoliv analyzu mozné saturace fylogenetického signalu v analyzovanych
sekvencich, zejména pak saturaci jednotlivych kodénovych pozic v protein-kodujici
sekvenci elongacéniho faktoru 2. Je mozné toto doplnit alespor do prezentace pro
obhajobu?

Poslednim dotazem, ktery mé v priibéhu éetby prace napadl, je pak cisté zvidava otazka,
je-li mozné odhadnout, u zhruba jak velké ¢asti znaAmych druh@ myxosporei je rovnéz
popsana aktinosporova faze jejich zivotniho cyklu?

Na zavér bych si dovolil vyzdvihnout pfinos této prace, kterym bezesporu jsou data zde
nové ziskané a analyzovana. Cesta k ziskdni novych sekvenci jak genu kédujiciho velkou



podjednotku nuklearni ribozoméalni RNA, tak elonga¢niho faktoru 2 ur¢ité nebyla lehka.
Navic mozny prinos téchto sekvenci k lep§imu porozuméni evoluénich vztah zastupcii
rodu Ceratomyxa byl velmi nejisty. Pfesto se autorka ve své magisterské praci s
vyty¢enymi cili vyporéadala velmi dobfe. Pies v§Se zminéné vyhrady k psané formé
magisterské prace proto konstatuji, Ze pfedkladan4 magisterska prace Marie
Hlavnickové spliiuje pozadavky kladené na magisterské prace na Katedfe medicinské
biologie, Pfirodovédecké fakulty Jihodeské univerzity v Ceskych Budéjovicich a
doporucuji ji k obhajobé. Praci navrhuji hodnotit v rozmezi velmi dobte — dobfe, v
zévislosti na kvalité obhajoby.
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V Ceskych Bud&jovicich, dne 14. ledna 2013 \Sud-
RNDr. Jan Brabec, Ph.D.



